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(57) Abstract: The invention relates to a temperature-stable 
labelling reagent having formula (0), wherein: R 1 represents H or 
an alkyl, aryl or substituted aryl group; R 2 represents a detectable 
label or at least two detectable labels which are inter-linked by 
at least one multimeric structure; L is a linker arm comprising 
a linear chain of at least two covalent bonds and n is an integer 
equal to 0 or 1; R 3 and R 4 represent, independently of each other, 
H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, 
CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , 
-CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 , in which R = alkyl or 
aryl; A is a linker arm comprising at least one double covalent bond 
enabling the conjugation of the diazo function with the aromatic 
ring and u is an integer of between 0 and 2, preferably 0 or 1; -Y-X- 
represents -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-; -Z- represents 
-NH-, -NHCO-, -CONH- or -O-; m is an integer of between 1 and 
10, preferably between 1 and 3; and p is an integer of between 1 
and 10, preferably between 1 and 3. The invention also relates to 
a method for the synthesis of said labels and to the use thereof for 
labelling biological molecules, particularly nucleic acids, with a 
labelling reagent bearing the diazomethyl function. The invention 
is particularly suitable for use in the field of diagnostics. 

(57) Abrege : 47 ABREGE DESCRIPTLF < Reactifs de marquage, 
precedes de synthese de tels reactifs et proc&tes de detection de mo- 
lecules biologiques £ - BIOMERIEUX S.A. 5 La prSsente invention 
conceme un reactif de marquage stable a la temperature de formule 
(0) : dans laquelle : 10 Rl represente H ou un groupe alkyle, aryle 
ou aryle substituS, R2 repr^sente un marqueur detectable ou au moins 
deux 
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marqueurs electables relies entre eux par au moins une structure rnultimenque, L est un bras de liaison comportant un enchainement 
lineaire d'au moins deux liaisons covalentes et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 15 R3 et R4 repr6sentent independamment Tun de 
l'autre : H, N02, CI, Br, F, I, R2 -(L)n- Y- X- , OR, SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3- (O - CH2- CH2)3- 
CH2- NH- R2, - CO- NH- (CH2)3- (O - CH2- CH2)4- CH2- NH- R2 avec R = alkyle ou aryle, A est un bras de liaison comportant 
au moins une double liaison covalente permettant la conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre 
entier compris entre 20 0 et 2, preTerentiellement de 0 ou 1, -Y-X- repn£sente -CONH-, -NHCO-, -CH20- , -CH2S- , -Z- repr^sente 
-NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, m est un nombre entier compris entre I et 10, preTerentiellement entre 1 et 3, et p est un nombre 
entier compris entre 1 et 10, preTerentiellement entre 1 et 3. 25 48 La pr^sente invention decrit aussi un precede" de synthese desdits 
marqueurs ainsi que des applications pour le marquage de molecules biologiques, en particulier des acides nucteiques, avec un reactif 
de marquage portant la fonction diazom£thyle. L'invention trouve une application pr6f6rentielle dans le domaine du diagnostic. 5 
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Reactifs de marquage, procgdfe de synthase de tels reactifs et precedes de detection de 

molfcutes biologiques 

La prSsente invention concerne de nouveanx reactifs de marquage de molecules biologtques, 
5 un precede de synthese desdits marqueurs ainsi que des applications pour le maiquage de molecules 
biologiques en particulier dans le domaine du diagnostic utDisant 1* analyse des acides nucleiques., 

L'etat de la technique montre que de nombieuses methodes existent pour marquer des 
nucleotides, des oligonucleotides ou des acides nucleiques. 
10 Une premi&re m6thode consiste & fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soit naturelle ou 

modifiee. Une deuxieme m6thode propose de fixer le marqueur sur le suae, IS encore qu'il soit 
natuiel ou modifid Une troisidme mdthode a pour objet la fixation du marqueur sur le phosphate. 

Le marquage sur la base a 6t£ notamment utilise dans Papproche de marquage des acides 
nucleiques par incorporation de nucleotides directement marques. 
15 Le maiquage sur le sucre est souvent utilise dans le cas des sondes nucleiques pr6par6es par 

synfhese chimique. 

Le marquage sur le phosphate a et6 aussi utilise pour introduiie des bras fonctionnalises et 
des marqueurs lors de la synthase chiinique des oligonucleotides. 

20 En fait Thomme du metier, qui doit effectuer un marquage d'un nucleotide, ou d'un analogue 

de nucleotide ou d'un acide nucl&que, est enclin &, effectuer cette fixation sur la base ou sur le suae 
qui lui offient plus de commodity et d'alternatives. C'est d'ailleurs ce qui aessort de I'etude de 
nombreux documents, tels que EP-A-0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A-0.097373, EP-A- 
0.063.879, US-A-5,449,767, US-A-5,328,824, WO-A^93/16094, DE-A-3.910.151, EP-A- 

25 0.567.841 pour la base ou EP-A-0.286.898 pour le sucre. 

La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que la technique 
consistant & fonctionnaliser la base ou le sucre et a 6t£ bien moins utilisfe notamment St cause de la 
foible r6activitfi du phosphate (voir par exempie Jencks W.P. et al J, Amer. Chem Soc, 82, 1778- 
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1785, 1960). De m£me dans la revue de O'Donnel et Mc Laughlin (« Reporter groups for the 
analysis of nucleic acid structure », p 216-243, dans «Bioorganic Chemistry : Nucledc Acids », Ed 
Hecht SM., Oxford University Press, 1996) portant sur les m6thodes d'introduction de sondes dans 
les fragments ^oligonucleotides, l'alkylation efficace du phosphodiester intemucl6otidique est 
5 consid£i£e comme 6tant impossible. 

La dernande de brevet WO-A-99/65926 d6crit un proc6d6 de marquage d'un acide 
ribonucteique (ARN) de synthase ou natural qui consiste k fragmented TARN et k marquer au niveau 
du phosphate terminal. Ce document d6crit un certain nombre de fonctions pouvant 6tre utilises 

10 pour le marquage en liaison avec la fragmentation comme les fonctions hydroxyle, amine, hydrazine, 
alcoxyamine, halog&iure d'alkyle, halog^nure d'alkyle de type benzylique et en particulier le d&iv6 : 
5-(bromom6thyl)fluoresc6ine. Ces fonctions permettent de marquer les acides nucl6iques, mais il faut 
associer une 6tape de fragmentation pour avoir un marquage efficace car ce marquage se produit sur 
le phosphate lib£re lors de la fragmentation. De plus, il faut ajouter un exc&s important de r^actif de 

15 marquage par rapport k TARN pour obtenir un marquage efficace ce qui induit des probl&nes de 
bruit de fond g6neres par le marqueur en exces. Enfin, cette m&hode ne fonctionne pas efficacement 
sur de TADN double brin. 

11 existe done un besoin pour de nouveaux r6actifs qui soient efficaces du point de vue du 
20 rendement de marquage, qui soient specifiques au niveau de la position de marquage et en particulier 
qui n'affectent pas les propri&6s d'hybridation des bases impliqu6es dans la formation de la double 
hdlice, par l'interm^diairc des liaisons hydiogfenes, qui soient utilisables k la fois pour l'ADN et 
r ARN, et enfin qui permettent de marquer indifKremment des nucleotides, des oligonucleotides, des 
acides nucl6iques naturels ou pr€par6s par amplification enzyrnatique. 

25 

La Demanderesse a d6jk propos6 de tels nouveaux marqueurs qui rfipondent aux conditions 
pr£cit£es et qui utilisent la fonction diazom6thyle comme fonction reactive pour le marquage. C'est 
par exemple le cas dans les demandes de brevet WO-A-02/090319 et WO-A-02/090584 ou dans 
V article de Laayoun et al paru dans Bioconjugate Chem. 2003, 14, 1298-1306 et intitule : « 
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Aiyldiazomefhanes for Universal Labelling of Nucleic Acids and Analysis on DNA Chips », auxquels 
le lecteur peut se ref&er afin de. mieux compiendre les modes de synthese et d'utilisation de tels 
constituants. 

Ainsi la fonclion diazom6thyle (de fonnule -C(N 2 » a 66$ 6te utilis6e pour l'alkylation des 
5 gioupements phosphates, mais un certain nombre de problemes se posent D'une part, les rfiactifs 
incorporant au moins une fonction diazo en general sont instables par eux-memes, ce qui pose des 
problemes pour Futilisation de ces reactifs dans un kit de marquage, ce qui est r^dhibitoire si le 
produit marqu6 a pour fonction de mettre en Evidence la presence d'une molecule tible biologique 
dans un £chantillon quelconque, 

10 

Enfin les reactifs portant la fonction diazom£thyle et associds k certains marqueurs, tels que la 
biotine, sont peu solubles dans l'eau, ce qui conduit k utiliser des solvants organiques qui sont 
missibles k l'eau pour le couplage avec des molecules biologiques, qui ne sont solubles que dans 
l'eau ou des tampons aqueux, mais ces solvants, presents en concentration importante dans la 
15 reaction de marquage, ralentissent la vitesse de reaction et done nuisent a l'efficacitg du couplage. 

Les reactifs de marquage pr€conis€s par les documents WO-A-02/090319 et WO-A- 
02/090584 ci-dessus mentionn6s resolvent aussi ces probfemes techniques. Le contenu de ces 
demandes est incoipor6 ici pour reference. 

20 

Toutefois meme si ces molecules et proc6d£s de marquage sont particulierement efficaces, 
la Demanderesse a rdussi k trouver de nouvelles molecules et de nouveaux proc6d6s qui am&iorent 
encore Tefficacit6 du marquage. L'invention consiste en l'utilisation de bras polyamin6s qui, k l'instar 
des bras 6thyleneglycols, permettent T61oignement de la biotine par rapport au centre r^actif 
25 (fonction diazo). Ainsi on obtient une medlleure solubilit6 en milieu aqueux, gr&ce k Introduction du 
bras hydrophile, avec la possibility de protonation des amines en milieu aqueux k pH neutre, ce qui 
produit une attraction entie les acides nucteiques, chaig6s n6gativement et le maiqueur avec deux 
consequences piincipales : 
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• marquage plus rapide, ce qui peut etre particulierement int6ressant pour les echantillons k 
foible concentration, et 

• stabilisation de la double heiice par neutralisation des charges negatives des phosphates. 

De plus ces nouvelles molecules permettent la raise en oeuvre de precedes pouvant fonctionner en 
milieu acide, ce qui est particulifeieinent int&essant pour des molecules incorporant des fonctions 
diazo. Ainsi la selectivity des i€actifs portant une fonction diazo est done plus importante en milieu 
acide. La solubility apport6e aux chaines polyamides f acilite done le lavage tout en diminuant le bruit 
de fond lors de la detection ulterieure, voire mSme reiimination pure et simple de retape de 
purification 

Selon un premier mode de realisation de l'invention, celle-ci propose un reactif de 
marquage stable k la temperature de formule (0) : 




dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represent© un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 

• R 3 et repx6sentent independamment l'un de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
SR, NR*, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 )4-CH2-NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris entre 
0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 



WO 2005/092910 



5 



PCT/FR2005/050192 



• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• -Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pi€ferentiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pieTerentiellement entre 1 et 3. 

Selon un deuxieme mode de realisation de Pinvention, celle-ci conceme un r6actif de 
matquage, selon la revendication 1, de formule (1) : 

dans laquelle : 

• R 1 repr£sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substita6, 

• R 2 represent© un maiqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables reli£s entre eux 
par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombie entier £gal & 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 represented independamment l'un de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 )3-CH2-NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f6rentiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

Avantageusement, selon une variante des deux premiers modes de realisation, la valeur p 
est inf&ieure ou egale k la valeur m dans la fbimule (0) ou (1) du i£actif. 

Selon un troisieme mode de realisation, la pr6sente invention propose un i£actif, selon 1'une 
quelconque des revendications 1 k 4, de formule (2) : 
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dans laquelle : 

• R 1 rqpr£sente Houun groupe alkyle, aiyle ou aryle substitu^, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables reli6s entre eux 



• L est un bras de liaison comportant un enchafiaement lin^aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier 6gal & 0 ou 1, 

R 3 et R 4 represented indSpendarriment Tun de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(LVY^X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, ~CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH2-CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
10 CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyie ou aryle, et 

• q est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f6rentiellement entre 1 et 3 

Selon un quatrieme mode de nSalisation, la pr£sente invention dgcrit un i£actif, selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 4, de f ormule (3) : 



15 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repi£sente un marqueur d6tectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relics entre eux 
par au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchaihement lin&rire d'au moins deux liaisons covalentes 
20 et n un nombre entier 6gal h 0 ou 1, et 

• R 3 et R 4 repr6sentent inddpendamment l'un de 1' autre : H, NCfe, CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 



SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle. 



5 



par au moins une structure multim&ique, 
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Selon une variante associ6e au quatrifcme mode de realisation de l'invention, R 2 est 
consitute par un i€sidu D-Biotine de formule (4): 




Avantageusement et quel que soit le mode de realisation pr6c6demment 6voqu6 du reactif , 
R 1 est consitute de : CH 3 , et R 3 et R 4 repi€sentent chacun : H 

Avantageusement et quel que soit le mode de realisation ou variante precedemment 
evoque(e) du reactif, la structure -(L) a - est constitu6e par : 

• la spermine ou N^Nr-Bis^- aminopropyl)- 1 ,4- diaminobutane : NHE>- (CH^-NH- (CH 2 ) 4 -NH- 
(CH 2 ) 3 -NH 2 , ou 

• la spermidine ou N-(3- aminopropyl)- 1 ,4-butandiarrdne : I^N- (CH 2 ) 4 -NH- (CH 2 ) 3 -NH 2 , ou 

• un derive contenant un motif alanine : NHb-CH 2 -CH 2 -COOH. 

Selon un tinqufeme mode de realisation de l'invention, celle-ci a trait egalement un reactif 
de marquage stable & la temperature de formule (6) : 



dans laquelle : 

• R 1 represent© H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represent© un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multitnerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal & 0 ou 1, 
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• R 3 et R 4 represented ind^endamment Tun de 1'autie : H, N0 2 , a, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, 
SR, NR 2j R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
5 conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris entre 

0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 

• - Y-X- repr&ente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f6rentiellenient entre 1 et 3, et 
10 • p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

Selon un sbrierne mode de realisation, Tinvention propose un n&ctif de maiquage stable a 
la temperature de formule (7) : 




dans laquelle : 

15 • R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux manqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin&rire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal & 0 ou 1, 

20 • R 3 et R 4 represented independamment Tun de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -YOC-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, .CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 >NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R= alkyle ou aryle, 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• -Zr represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

25 • m est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pi€fei^ntiellement entre 1 et 3. 
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Avantageusement et quel que soit le mode de realisation ou variante precedemment 
6voqu6(e) du reactif, L comprend un motif -(0-CH 2 -CBz)-, r6p6tS de 1 h 20 fois, 
pi6f&entieHement de 1 & 10 fois, et encore plus preferentreHernent de 2 h 5 fois, -Zr etant alors 
represents par -NH-, -NHCO- ou -CONH-. 

L'invention conceme dgalement un precede de synthase d'un reactif de marquage, selon 
les modes de realisation precedents, comprenant les etapes suivantes : 

a) on dispose d'un marqueur ou d'un precurseur de marqueur possedant uie fonction 
reactive R 6 , 

b) on dispose d'un bras de liaison de fonnule (8) : 
dans laqueUe : 

• -Zr represente-NH-,-NHCO-, -CONH-ou-O-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6ferentiellement entre 1 et 3, 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6ferentiellement entre 1 et 3, 

• R 7 et R 8 represented deux fonctions reactives identiques ou di£f6rentes, 

c) on fait r6agir ensemble la fonction reactive R 6 dudit marqueur ou precurseur de 
marqueur avec la fonction R 7 du bras de liaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de 
couplage pour former une liaison covalente, R 6 et R 7 etant compiementaires, 

d) on dispose d'un d6riv6 de formule (9) : 




dans laqueUe : 

• R 1 repiesente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitue, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchaiaement lin&rire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 xepi^sentent ind6pendamment l'un de l'autre : H, NOz, CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH.(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 ^NH-R 2 , - 

5 CO-NH- (CH 2 ) 3 - (0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aiyle, 

• -Y-X-repr6sente-CONH-,-NHCO-,-CH 2 0-.,-CH 2 S-, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison, covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazom6thyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 6gal & 
0 ou 1, et 

10 • R 9 repr6sente une fonction reactive compl6mentaire de R 8 , 

. e) on fait rSagir ensemble la fonction reactive du derivd de formule (9) avec la fonction 
R 8 du bras de liaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de couplage pour former une 
liaison covalente, 

f) on fait r€agtr Thydrazine ou un de ses d&ivds sur la fonction c6tone ou aldehyde pour 
15 former une hydrazone, et 

g) on transfotme l'hydrazone en fonction diazom£thyle a l'aide d'un traitement appropri6. 
Avantageusement, le proc£de de synthese peut 6galement comprendie : 

• une 6tape suppl6mentaire de protection de la fonction c6tone ou aldehyde du compos6 (9), et 

• une etape supptementaire ulterieure de d6protection de ladite fonction c6tone ou ald6hyde. 

20 L'invention conceme aussi un proc6d6 pour le maiquage d'une molecule biologique, en 

particulier un acide nucl6ique, comprenant la mise en contact en solution homogfene, dans un tampon 
sensiblement aqueux, d'une molecule biologique et d'un reactif, selon les modes de realisation 
pr6c6demment 6voqu6s. 

L'invention conceme encore une molecule biologique marquee susceptible d'gtre obtenue 

25 par le proc6de, selon la revendication de marquage ci-dessus. 



L'invention conceme 6galement un proc6d6 de marquage et de fragmentation d'un acide 
nucteique simple ou double brin comprenant les Stapes suivantes : 
• fragmenter 1' acide nucl6ique, 



) 
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• attacher un maiqueur sur au moins un des firagments par rinterm6diaire d'un rgactif de maiquage 

choisi parmi les i^actifs, selon les modes de realisation pi&£demment <Svoqu6s, 
ledit r€actif se couplant de manifere covalente et majoritaiie sur au moins un phosphate dudit 
fragment 

Avantageusement le proc6d6 de maiquage et de fragmentation s'effectue h Taide d'un 
r6actif de maiquage qui est choisi parmi les composes de formule (3) : 




dans laquelle : . 

• R 1 repiesente H ou un groupe alkyle, aryle ou aiyle substitu<5, 

10 • R 2 reprSsente un maiqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1, et 

• R 3 et R 4 repr6sentent independamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
15 SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , - 

CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle. 

Selon une premiere variante de realisation du precede de maiquage et de fragmentation, la 
fragmentation et le marquage sont eflectues en deux €tapes. 

Selon une seconde variante de realisation du precede de marquage et de fragmentation, la 
20 fragmentation et le maiquage sont effectues en une 6tape. 

Quel que soit le procea6 de marquage et de fragmentation, le marquage s'effectue en 
solution homogene sensiblement aqueuse. 

Quel que soit le proced6 de marquage et de fragmentation, la fragmentation s'effectue par 

voie enzymauque, physique ou chirnique. 



25 
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La pi€sente invention conceme aussi tout acide nucl&que marqu6 susceptible d'etre obtenu 
par le proc&36 de marquage et de fragmentation pr6c6dent 

La present© invention conceme encore un kit de detection d'un acide nucteique cible 
5 comprenant un acide nucl&que marqu£, tel que d£fini ci-dessus. 

La pr6sente invention conceme toujours un support solide sur lequel est fix6 au moins un 
r6actif, tel que d6fini ci-dessus. 

10 La pr6sente invention conceme enfin un proc6d6 de capture d'acides nucl&ques 

compienant les Stapes suivantes : 

• on dispose d'un support solide sur lequel est fix6 directement ou indirectement au moins une 
molecule biologique, d6finie pr€c6demment, ou un acide nucteique, dfifini 6galement 
pi^c&iemment, la molecule biologique ou Tacide nucl&que compraaant une fonction 

15 diazorn&hyle, 

• on met en contact un gchantillon biologique susceptible de contenir des acides nucl&ques libres, 
et 

• on lave le support solide oti la (ou les) mol€cule(s) sont fix6e(s) de maniere covalente au moins a 
un acide nucteique. 

20 

Par « structure multim&ique », on entend un polymere form6 d'unitfis r€p6t£es de synthons 
chimiques ou biologiques. Un exemple est cit6 dans Texemple 34.2 de la description de la demande 
de brevet WO-A-02/090319. L'homme du metier est invito & se r6f6rer h ce document si celui-ci 
trouvait les informations ci-aprfes d6veloppees insuffisantes pour sa complete comprehension sur ce 
25 sujet De nombreuses variantes de telles structures utilisables dans la pr6sente invention sont 
connues, comme par exemple : 

• les polymeres lin&rires (HP- A-0.561.722, EP-A-0.669.991), 

• les polymeres ramifies (WO- A-01/92361), 

• les paiticules (EP-A-0 827 552), 
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• les dendrimbres (US-A-4,507,466 ; US-A-4,568,737 ; US-A-6,083,708), 

• les polynucleotides, et 

• les polypeptides. 

Si cela s'av6rait necessaiie, Fhomme du m6tier peut egalement se r6feier k ces documents pour une 
5 parfaite comprehension sur ce sujet. 

Par « maiqueur detectable », on entend au moins un marqueur capable de g6n6rer 
directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces marqueurs suit : 

• les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence, 
10 luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la (5-galactosidase, la 

glucose- 6-phosphate deshydrog6nase, 

• les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 

• les groupements k densite eiectronique detectable par microscopie eiectronique ou par leur 
propriete €Iectrique comme la conductivity I'ampdnomecrie, la voltamStrie, 1 'impedance, 

15 • les groupements detectables, par exemple dont les molecules sont de tailles suffisantes pour 
induiie des modifications detectables de leurs caracteristiques physiques et/ou chimiques, cette 
detection peut fetre realisee par des methodes optiques comme la diffraction, la resonance 
plasmon de surface, la variation de surface, la variation d' angle de contact ou des methodes 
physiques comme la spectroscopic de force atomique, l'effet tunnel, 
20 • les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le 125 I. 

De preference, le maiqueur n'est pas un marqueur radioactif pour 6viter les problfcmes de securite 
lies a ces marqueurs. 

Dans un mode de realisation particulier de la presente invention le maiqueur est detectable 
eiectrochimiquement, et en particulier le marqueur est un derive d'un complexe de fer, comme un 
25 ferrocene. 

Des sysfemes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple des ligands capables 



ce qui est le cas par exemple des couples suivants : biotine/stneptavidine, haptene/ anticoips, 
antig&ne/anticorps, peptide/anticorps, sucre/lectine, polynucleotide/ compiementaire du 
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polynucleotide. Dans ce cas, c'est le ligand qui ports la fonction reactive diazom6thyle. Uanttligand 
peut etre detectable directement par les marqueurs dficrits au paragraphe precedent ou 6txe lui- 
meme detectable par un autre couple ligand/anti-ligand. Ce systfeme d'empilement est illustn6 dans les 
exemples. 

5 Un autre exemple de systemes indirects utilise une liaison covalente spfcifique entre le ligand 

et l'anti-ligand par exemple m6thylc£tone et alcoxyamine. Des exemples de ce sysfeme sont decrits 
dans les demandes de brevet WO-A-00/40590 et WO-A-98/05766. Ces systemes de detection 
indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, k une amplification du signal et Ton pourra se 
reporter aux demandes de brevet anterieures WO-A-00/07982, WO-A-01/92361 et WO-A- 
10 95/08000 pour des exemples d' amplification diimique en utilisant des polymeres ou k la demande 
WO- A- 01/44506 pour les systemes d' amplification chimique par empilement 

Dans un mode particulier de Tamplification de signal, au moins deux marqueurs sont presents 
sur le reactif de maiquage. 

15 

Dans un mode px6f€r€ de Tinvention, le traceur est un compose fluorescent de foible 
encombrement sterique comme la fluoresceine, Thexachlorofluorescein (HEX), le dansyl (edans), la 
rhodamine, la tetramethykhodamme (5 ou 6-TAMRA), la carboxy-X-rhodamine (ROX), les chromophores 
du type MR (LI-COR Inc, Lincoln NE, USA), des derives cyanines comme le Cy5 et le Cy3 
20 (Randolph J.B. and al, Nucleic Acids Res., 25(14), p2923-2929, 1997) et en particulier les derives 
du Cy5 ou bien le traceur est un haptene de faible encombrement sterique comme la biotine, le 
dinitrohenyle, ou un derive de I'abidtane (voir la demande WO-A-00/07982). Par faible 
encombrement sterique, on entend un poids mol6culaire inferieur & 1000 g/mole. 

Dans le cas d'un fluorophore, il est preferable de travailler avec des fluorophores dont la 
25 longueur d'onde d' excitation est superieure a 450 nm, de preference superieure k 600 nrru 

Dans le cas ou le traceur est un haptene qui ne produit pas de signal par lui-meme comme 
par exemple la biotine, la detection est realise par la reconnaissance d'un anti-ligand marque comme 
decrit plus haut Dans le cas de la biotine, on utilise de preference de la streptavidine ou un anticorps 
anti-biotine couple k un compose fluorescent comme la fluoresceine, Cy5 ou la phycoerythrine. Dans 
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le cas de l'abi&ane, on utilise un anticorps monoclonal comme dtcrit dans la demande de brevet 



comme le DMF, le DMSO, CH 3 CN, THF, DMA (dim6ttiylac6tamide), NMP (N- 
m6thylpyrrolidone), DME (dim£thoxy€thane). 

De pr£f&ence les r£actifs de marquage sont solubles dans le DMSO ou l'eau. 

Par solvant miscible a l'eau, on entend un solvant qui est miscible dans une proportion d'au 
moins 5% en volume avec de Teau ou un tampon aqueux contenant des sels. 

Avantageusement dans les formules prgcddentes, le bras L comprend un motif ethylene 
glycol ou polyethylene glycol pour augmenter la solubility du i€actif dans l'eau. 

A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison de type €thyl6nique 
pennettant la conjugaison de la fonction diazom6thyle avec le cycle aromatique. Le bras de liaison A 
a pour fonction d' Eloigner la fonction diazom6thyle du cyle pour diminuer rencombtement sferique 
tout en conservant la stability de la fonction diazom6thyle. Par « conjugaison », on entend la 
delocalisation 61ectronique du cycle aromatique le long de la chaine carbonge du bras de liaison A, A 
titre d'exemple, le bras A peut avoir la structure suivante : 



dans laquelle : 

• v est un nombre entier compris entre 1 et 10, de pi€f6rence v est 1 ou 2, et 

• R 10 est H ou un groupement alkyle, de pr6f6rence R 10 est H, m&hyle ou 6thyle. 

Ces rSactifs peuvent ainsi se fixer en phase homogene sur les molecules biologiques, la phase 
homogene 6tant constitute d'une solution sensiblement aqueuse c'est & dire contenant au moins 50% 
d'eau. 

Par « molecule biologique », on entend un compost qui poss&de au moins un site de 
reconnaissance lui pennettant de r£agir avec une motecule cible d'int£ret biologique, A titre 



WO-A-00/07982. 



En particulier les r£actifs de marquage de Tinvention sont solubles dans des solvants polaires 




10 
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d' exemple on peut citer comme molecules biologiques les acides nucieiques, les antigenes, les 
anticorps, les polypeptides, les prot6ines, les hapt&nes. 

Le temie « acide nucieique » signifie un enchainement d'au moins deux desoxyribonucieotides 
5 ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple au moins 
un nucleotide compoitant une base modifiee, telle que 1'inosine, la methyl- 5- desoxycytidine, la 
dim6thylamino- 5- desoxyuiidine, la desoxyuiidine, la diamino-2,6-purine, la bromo - 5 - desoxyuiidine 
ou toute autre base modifiee permettant llxybridation. Ce polynucleotide peut aussi Stre modifie au 
niveau de la liaison intemucieotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H- 
10 phosphonates, les alkyl-phosphonates, au niveau du squelette comme par exemple les alpha- 
oligonucieotides ( FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am Chem. Soc, 114, 1895- 
1897, 1992 ou les T O-alkyl ribose. L'acide nucieique peut Stre naturel ou synthetique, un 
oligonucleotide, un polynucleotide, un fragment d'acide nucieique, un ARN ribosomique, un ARN 
messager, un ARN de transfert, un acide nucieique obtenu par une technique ^amplification 
15 enzymatique telle que : 

• PCR (Polymerase Chain Reaction), decrite dans les brevets US-A-4,683,195, US-A-4,683,202 
et US-A-4,800,159, et sa derivee RT-PCR (Reverse Transcription PCR), notamment dans un 
format en une etape, tel que decrit dans le brevet EP-B-0-569.272, 

• LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP-A- 
20 0.201.184, 

• RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069, 

• 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO- A- 90/06995, 

• NASBA (Nucleic Acid Sequence- Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A- 
91/02818, et 

25 • TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US- A-5,399,491. 

• RCA (Rolling Circle Amplification (US-6,576,448). 

On parle alors d'amplicons pour designer les acides nucieiques generes par une technique 
d'amplification enzymatique. 
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Chacune de ces modifications peut etre prise en combinaison pour peu qu'au moins un 
phosphate soit present dans l'acide nucieique. 

Par « polypeptide », on entend un enchancement d'au moins deux acides amines. 
5 Par « acides amines », on entend : 

• les acides amin es primaires qui codent pour les prolines, 

• les acides amines derives apres action enzymatique, comme la trans -4-hydroxyproline, 

• les acides amines naturels, mais non presents dans les proteines comme la norvaline, la N-rnethyl- 
L leucine, la staline (voir Hunt S. dans Chemistry and Biochemistry of the amino acids, Barett 

10 G.C, e&, Chapman and Hall, London, 1985), et 

• les acides amines proteges par des fonctions chimiques utilisables en syhthese sur support solide 
ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 

Le terme «hapfene » ddsigne des composes non immunogenes, c'est-a-dire incapables par 
15 eux-memes de promouvoir une reaction immunitaire par production d'anticorps, mais capables d'etre 
reconnues par des anticorps obtenus par immunisation d'animaux dans des conditions connues, en 
particulier par immunisation avec un conjugue haptene-proteine. Ces composes ont g6neralement 
une masse mol&ulaire inf&ieure a 3000 Da, et le plus souvent inf&ieure k 2000 Da et peuvent Stre 
par exemple des peptides glycosytes, des metabolites, des vitamines, des hormones, des 
20 prostaglandins, des toxines ou divers medicaments, les nucleosides et nucleotides. 

Le terme « anticorps » inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les anticorps 
obtenus par recombinaison gdnetique, et des fragments d'anticoips tels que des fragments Fab ou 
F(ab') 2 . 

Le terme « antig&ne » designe un compose susceptible de g6nerer des anticorps. 
25 Le terme «prot6ine» inclut les holoproteines et les heteroproteines comme les 

nucMoproteines, les lipoproteines, les phosphoproteines, les metalloproteines et les glycoproteines, 
aussi bien fibreuses que globulaires sous leur forme conformationnelle caracteristique. 

Avantageusement la molecule biologique possede un groupe phosphate, c'est-^-dire ayant 
au moins un motif : 
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O" O" 

I i 

— O— P— O — ou — O— P— O" 

II II 

o o 

qui est soit present natureflement dans la moldcule biologique, soit peut etre introduit par exemple par 
modification chimique ou enzymatique, Des examples de modification chimique pour les prolines 
sont donnfies dans « Chemistry of protein conjugation and cross linking », S.S. Wong, CRC Press, 
5 1991. 

De pi€f6:ence, la molecule biologique est un acide nucl6ique. 



Certains r6actifs avantageux de Tinvention sont : 
10 a) de formule (10) : 



b)deformule (11) 




c) de formule (12) : 




dans lesquelles : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu€, 

• R 2 repr6sente un maiqueur detectable ou au moins deux marqueurs d&ectables reli6s entie eux 
par au moins une structure multim&ique, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lindane d'au moins deux liaisons covalentes, 
et 

• n un nombre entier 6gal a 0 ou 1. 



De pr6f6rence, le iSactif de maiquage a la : 
a) fonnule (13) : 




b) formule (14) : 




c) formule (15) : 




dans lesquelles R 1 repr&ente un groupe m&hyle ou ph6nyle. 



Quels que soient la variants et le mode de realisation du r6actif, L peut comprendre un 
motif -(NH-CH2-CH2)-, r6p&6 de 1 k 20 fois, pr£f6rentiellement de 1 a 10 fois, et encore plus 
pr6f6rentiellement de 2 h 5 fois. 
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Par « d£riv6 de Thydrazine », on entend une molecule possddant la fonction NHb-NH-. Le 
tosylhydrazine est un exemple d'un tel d6iiv6. 

La transformation de l'hydrazone en diazom&hyle est r£alisee par les m6thodes usuelles, en 
5 particulier Y oxydation par Mn02. 

D'autres rn6thodes sont utilisables comme d6crites dans X. Creary, Organic Syntheses, 
Wiley : New York, CoU. Vol. VII, p438-443, 1990; H, Zollinger, Diazo Chemistry II, VCH, 
Weinhekn, p34~47, 1995; T. L. Holton and H. Shechter, J. Org. Chem., 60, 4725-4729, 1995. 

Dans le cas de Tutilisation d'un d6riv6 tosylhydrazine, la m6thode est d6crite dans X. 
10 Creaiy, Organic Syntheses ; Wiley : New York, Coll. Vol. VH, p438-443, 1990. 

Dans un mode particulier de Tun quelconque des proc6d£s de synthese, ledit proc6d£ 
comprend : 

15 • une 6tape suppl&nentaire de protection de la fonction c€tone ou aldehyde (dans le cas ou R 1 est 
H) du compose (9), et 

• une etape supplemental ulterieure de deprotection de ladite fonction cetone ou aldehyde.* 
Cette protection est r6alis€e par un groupement ac6tal par exemple. La deprotection est effectu6e 
par un moyen appropri6 comme en milieu acide pour le groupement acetaL L'homme du metier 
20 determine en fonction des composes a quelle etape de synthese ces deux Stapes de protection et de 
deprotection interviennent 

Dans le cas de I'amplification de signal, le procede de synthese est similaiie a ceux 6voqu6s 
pr&^demmenL Le pngcurseur du maiqueur peut avoir la foimule (17) ci-dessoua 

25 

GPi — NH — (CH 2 ) P 

) — COOH 
GP 2 — NH 

dans laquelle GPi et GP 2 represented deux groupements protecteurs de fonction amine identiques 
ou diff6rents et p est un nombre entier compris entre 1 et 10, avantageusement 2 et 6 de preference 
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4. Avantageusement, GPi et GP2 sont differents pour pouvoir additionnea: plusieuis motifs comme 
cda est expliqu6 ci-dessous. 

Des exemples de groupement protecteurs GPI ou GP2 utilisables dans la pr£seute invention 
sont donn6es dans T.W. Greene and P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2 feme 
6dition, John Wiley and Sons, New York, 1991, pr6f6rentiellement ceux couramment utilises en 
synthese peptidique comme Boc (tertiobutyloxycarbonyle), Fmoc (9- 
fluoi^nylm6thylfeneoxycarbonyle), Cbz (carboxybenzyle) ou Alloc (allyloxycaibonyle). 

En particulier GPI et GP2 sont respectivement les groupements protecteurs Boc et Fmoc. 

La reaction entre ce precurseur qui possede une fonction carboxylique et le derive de 
formule (18), ci-apr&s a lieu en presence d'un agent de couplage pour former la liaison amide. 



Apres ddprotection dans des conditions usueUes d'un des deux groupements protecteurs, par 
exemple Fmoc avec une base telle que la pip6ridine, la fonction amine liberie est utilisee pour 
coupler une autre molecule de formule (17). Ce processus est r£p6t£ autant de fois que n^cessaire 
pour obtenir une multitude de fonctions NBfe protege par un groupement protecteur par exemple une 
fonction Boc. Le motif est addition^ entre une (1) et cent (100) fois, de preference entre une (1) et 
vingt (20) fois. 

On fait r£agir de Phydrazine sur la fonction c£tone provenant du derive phenylcetone pour 
former une hydrazone puis on oxyde en presence de Mn0 2 pour former un residu diazomethyle. Puis 
apr£s deprotection de la fonction amine portant le groupement Boc, un traceur, par exemple une 
biotine activee par un groupement N- hy droxysuccinimide, est couple sur les fonctions amines pour 
conduire h un reactif dont le motif R 2 - (L)„- est celui de la formule (5). 




C'est un autre objet de la present© invention que de decrire un procdde, ainsi que les 
produits obtenus par ce procede, pour le matquage d'une molecule biologique, en particulier un 
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acide nucteique, comprenant la mise en contact en solution, dans une solution homogene 
sensiblement aqueuse, d'une molecule biologique et d'un reactif de marquage selon l'invention. 

Par « solution sensiblement aqueuse », on entend une solution contenant au moins 50% 
d'eau. Cette solution content de preference des sels comme une solution tampon. 

5 Par « solution homogene », on entend une solution monophasique telle qu'une solution 

eau/DMSO par opposition a une solution biphasique telle qu'une solution eau/chloroforme. Les 
conditions particulieres pour les reactions de marquage varient en fonction des molecules biologiques 
et du marqueur. En ce qui conceme les acides nucleiques, un pH compris entre 5 et 8 permet un 
marquage efficace. En particulier, un pH compris entre 5,5 et 7,0 est preTefe" pour l'ensemble des 

10 reactifs de l'invention. Avec le reactif de formule (11), la gamme de pH est plus large pour le 
marquage. Une bonne efficacite" de marquage est obtenue pour un pH compris entre 3 et 8 pour ce 
reactif. 

Ce proc6d6 de marquage et de fragmentation est particuli&ement utile dans le cas oil l'acide 
15 nucleique marque" doit s'hybrider avec une multitude d'acides nucleiques, notamment 
oligonucleotides, fixes sur le support solide a une position prfd^terminee pour former une puce a 
ADN. Par "puce a ADN", on entend un support solide de dimension reduite ou sont fixes une 
multitude de sondes de capture a des positions pre^6teiminees. En effet, la densite" des acides 
nucleiques fixes sur le support solide impose des contraintes steriques importantes lors de 
20 l'hybridation et la fragmentation permet d' ameliorer cette dtape d'hybridation. Des exemples de ces 
puces a ADN sont donn6s par exemple dans les publications de G. Ramsay, Nature Biotechnology, 
16, p 40-44, 1998; F. Ginot, Human Mutation, 10, pl-10, 1997 ; J. Cheng et al, Molecular 
diagnosis, 1(3), pl83-200, 1996 ; T. Livache et at Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 
1994 ; J. Cheng et al, Nature Biotechnology, 16, p541-546, 1998. 

25 

La fragmentation et le marquage s'effectuent en une 6tape ou en deux etapes et le marquage 
peut s'effectuer indifferemment avant, apres ou simultanement avec la fragmentation. 

De preference, le marquage et la fragmentation s'effectuent simultanement c'est-a-dire que 
les reactifs necessaires a ces deux 6tapes sont mis ensemble en solution homogene sensiblement 
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aqueuse avec l'acide nucl&que par exemple. Cest notamment le cas pour la fragmentation chimique 
ou enzymatique. Dans le cas de la fragmentation m6canique par un moyen physique, «marquage et 
fragmentation s'effectuant simultanement » signifie que le moyen physique est appliqu6 k une solution 
homogene sensiblement aqueuse contenant au moins les acides nucl&ques et le r6actif de marquage. 

5 

La fragmentation de l'acide nucteique s'effectue par voie enzymatique, chimique ou physique. 
La fragmentation par voie enzymatique de l'acide nucleique est r6alis6e par exemple par des 
nucleases. 

La fragmentation par voie physique de l'acide nucl&que est r6alis6e par exemple par 
10 sonication ou par radiation. 

La fragmentation par voie chimique, si l'acide nucleique est un ARN, est i€alis6e par les 
mSthodes usuelles (voir par exemple Chem. Rev, 98, 961-990, 1998 de Oivanen M. et al\ 

Les complexes de m&aux, tels que ctecrits dans la revue de G. Pratviel et al, Adv. Org. 
Chem., 45, p251-312, 1998 ou la revue G. Pratviel et a/., Angew. Chem. Int Ed EngL, 34, p746- 
15 769, 1995, sont utilisables pour la fragmentation de l'ADN ou l'ARN. 

Dans un premier mode de realisation, la fragmentation chimique d' ARN est realist par des 
cations metalliques associ6s ou non k un catalyseur chimique. Dans ce cas, les cations m&alliques 
sont des ions Mg> + , Sr* + , Ba 2+ , Pb 2+ , Zh 2+ , Cd 2+ , Mn 2+ , Fe 2+ , Co 2+ , N? + , Ru 3+ , Ce 3+ , Eu 3+ , Tb 3+ , 
Tnc? + , Yb 3+ ou Lu 3+ , le catalyseur chimique est constitu6 par de 1' imidazole, un analogue substitu6, 
20 par exemple le N methyl- imidazole, ou toute molecule chimique ayant une affinity pour l'ARN et 
portant un noyau imidazole ou un analogue substitu6. Les conditions de fragmentation k l'aide de 
m6taux sont bien decrites dans la demande de brevet WD- A- 99/65926. Avantageusement, les 
m6taux sont Mg* + , Mn 2+ , Zn 2+ , Tb 3+ ou Ce 3+ , de pr&Srence Mg 2+ , Mn 2+ , Zn 2+ . 

Des conditions efficaces de fragmentation sont obtenues avec une concentration en cation 
25 m6tallique comme Mn^ entre 2 et 100 mM, une concentration en imidazole entre 2 et lOOmM. 

Des conditions spfcialement efficaces sont obtenues avec une concentration en cation 
comme Mn** comprise entre 3 et 15 mM, et une concentration en imidazole comprise entre 20 et 50 
mM, en particulier 30 mM. 
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Le pH de la inaction doit etre legerement basique. Avantageusement, le pH est compris 
entre 8,5 et 9, ce qui represente un compromis tres interessant pour realiser la combinaison 
maiquage et fragmentation avec de 1' ARN. 

Dans un deuxieme mode de realisation, la fragmentation chimique de 1' ARN est realisee par 
5 action d'une polyamine, comme la spermine, la putresceine ou la cadaverine. Des concentrations de 
5 a 100 mM permettent la fragmentation. CeUe-ci est totale a partir de 10 mM de polyamine. 

Dans un troisieme mode de realisation, la fragmentation chimique de 1' ARN est realisee par 
action d'une nuclease artificielle (voir G. Pratviel et al, Adv. Inorg. Chem,45, p251-312, 1998; D. 
S. Sigman et al Chem. Rev., 93, p2295-2316, 1993), comme la 1,10-phenanuiroline associee aun 
10 cation metallique comme le fer, le cuivre ou le zinc. Ces cations proviennent respectivement de 
FeS0 4 ou CuCt ou ZnCt en solution. Des concentrations entre 2 et 50 mM de 1,10-phenanlhroline 
sont utilisees pour la fragmentation d'ARN en particulier entre 4 et 10 mM. 

La fragmentation par voie chimique de l'ADN est realisee en mettant en presence racide 
15 nucl6ique avec un moyen chimique de creation de site abasique. La formation d'un site abasique 
resulte de la coupure de la liaison N-glycosidique qui tie le suae 2-desoxyribose a la base nucleique. 
II s'agit d'un depurination par la perte d'une purine (guanine, adenine), chargee negativement, ou 
d'une d^pyrimidination dans le cas de la perte d'une pyrimidine (cytosine, thymine), chargee 
positivement 

20 Cette depurination est spontanee dans des conditions physiologiques (pH 7,4 a 37°C) mais 

la vitesse de la reaction est tres faible de l'ordre de 3.10"" depurination par seconde, c'est-a-dire 
inutitisable pour une fragmentation efficace. Pour augmenter la vitesse de reaction, on utilise des 
agents alkylants qui fragilisent la liaison N-glycosidique ou des uracile-ADN glycosilases sur des 
ADN incorporant des uracyles. 

25 Le site abasique obtenu par depurination ou d6pyrimidation est trfes instable. La 

fragmentation au niveau de ce site est obtenue a temperature ambiante en milieu basique. En milieu 
acide, la temperature elevee acoelere 6galement cette fragmentation. L'utilisation de molecules 
capables d'initier le phehom&ne de P -Elimination accelere aussi la fragmentation. 
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Un mode pr6f6r6 de realisation de la fragmentation est obtenu par l'utilisation d'un pH acide 
c' est- dire un pH inf&ieur a 5. Avantageusement le pH est de 3. 

Un tampon formiate de sodium k pH 3 pennet de fragmenter de maniere efficace selon 
rinventioa Ce tampon est compatible avec les conditions de marquage en une 6tape comme cela 
sera d6montr6 dans les exemples. Encore plus avantageusement, un milieu acide (HO, carbonate, 
H 2 S0 4 ) est utilise 

Dans un mode particulier de la pi£sente invention et dans le but d'augmenter encore la 
fragmentation, l'acide d6soxyribonucl£ique contient au moins une base modiftee susceptible de 
g6n&er un site abasique plus facilement 

Diverses bases modifies sont utilisables comme les N7-alkyl purines, les N3-alkyl purines, 
les 06-alkyl purines, les 8-bromopurines, les 8-thiopurines, les 8-alkylthiopurines, les 8 azidopurines 
ou les 8 - alkylsulf onylp urines . 

Dans le cas ou l'acide nucleique a marquer serait g6n6r6 par une technique d' amplification 
enzymatique comme la PCR, l'utilisation d'une 8-bromopurine permet d'avoir une incorporation 
efficace pendant l'amplification, ce qui facilite d'autant le proc6de de fragmentation et de marquage 
selon Tinvention, tout en conservant une sensibility excellente pour l'£tape d'amplification 
enzymatique. 

La pr&ente invention d6crit une mol&ule biologique marqu6e et en particulier un acide 
nucleique marqu6, susceptible d'etre obtenu(e) par Tun quelconque des proc6d6s selon l'invention. 

La pr6sente invention conceme aussi un kit de detection d'une molecule biologique, en 
particulier un acide nucleique dible comprcnant un r£actif de marquage selon l'invention. En fonction 
des applications du kit, d'autres 616ments comme par exemple, des. moyens de lyse (micro- 
organismes et/ou cellules) et/ou des moyens de concentration (comme de la silice ou des particules 
magn6tiques) et/ou des moyens d'amplification enzymatique sont incorpor6s dans le kit 
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L'invention conceme l'utilisation d'une mol&ule biologique marqufe, en particulier un acide 
nucl&que rnaiqu6 tel que dSfini tibdessus, comme sonde de detection d'une mol6cule biologique 
cible, et en particulier d'un acide nucl&que cible. 

5 

L'invention conceme aussi l'utilisation d'un acide nucl&que tel que defini ci-dessus, comme 
able marqu6e pouvant se fixer sur une sonde de capture- 
Pour permettre la detection e(/ou la quantification et/ou la purification de la molecule 

10 biologique cible, la molecule biologique marquee est capable de former un complexe avec la 
molecule biologique cible. A titre d'exemple, pour la mise en Evidence d'une molecule cible de type 
acide nucl€ique, T acide nucl&que marqu6 est suffisamment compMmentaire de la cible pour 
s'hybrider sp&ifiquement en fonction des conditions de inaction, et notamment de la temperature ou 
de la salinity du milieu i^actionneL 

15 Le proc6d6 de detection est applicable pour le s6quen9age, le profil d' expression des ARN 

messagers ou le criblage de mutations & des fins de recherche ainsi que le criblage de drogues dans 
1'industrie phannaceutique, le diagnostic de maladies infectieuses ou g6n6tiques, le controle 
alimentaiie ou industriel. 

La tendance en matiere de diagnostic et notamment pour les maladies infectieuses (SIDA ou 

20 Tuberculose par exemple) est de baisser le niveau de sensibility, jusqu'fc. la detection d'une molecule 
unique dans un 6chantillon qui peut repr6senter plusieurs millilitres dans le cas d'un pr61evement 
liquide type sang ou urine ou liquide c6phalo-rachidien. Ce niveau de sensibility ne peut etre obtenu 
que si toutes les 6tapes depuis le pr€levement de r^chantillon jusqu'au rendu de r6sultat sont 
optimis6es. Les diffferents moyens de 1'invention permettent cette optimisation sans difficult^ car les 

25 r£actifs, m6thodes et proc63£s de l'invention sont applicables de mani&re tres large & differentes 
mol6cules biologiques. En particulier dans le cas oil une 6tape d' amplification enzymatique est 
n^cessaire pour obtenir la sensibilit6 n6cessaire (infection virale ou bact&ienne comme VM, VHC 
ou Tuberculose), un proc€d6 de marquage et/ou de fragmentation, comme d&rit dans la presents 
invention, permet de ne pas affecter la sensibility de la technique d' amplification, soit parce qu'il n'est 
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pas n&essaiie de remplacer les desoxyribonucteotides ou les ribonucleotides utilis6s dans la 
technique d'amplification enzymatique, soit parce ce que les ribonucleotides ou 
d&oxyribonucl&rtides incoipoi^s n'alferent pas la sensibility. 

5 La chimie de greffage decrite dans la pr&ente invention poss&de des caract&istiques telles, 

du point de vue reactivite et specificity que d'autres applications sont d<5crites ci-apres : 

• Dans un premier mode de realisation, cette chimie de greffage est appliqu6e k la fixation covalente 
d' acides nucl&ques sur un support solide. 

• Dans une premifere variante du proc6d6, un precurseur de la f onction diazom&hyle, tel une c6tone 
10 ou hydrazine cornme decrit precedemment, est introduit pendant la synthase diimique et la 

fonction diazom6titiyle est introduite stir les acides nucteiques dans une deuxi&me £tape. 

• Dans une deuxieme variante pr6f£r6e du proced6, les fonctions diazomethyles sont introduites sur 
le support solide et les acides nucl&ques sont fix6s sur le support solide par rintermddiaire des 
phosphates des acides nucl&ques et en particulier des phosphates ternrinaux (5* ou 3'). 

15 ^introduction de phosphate & l'extr6mit£ 3* ou 5' des acides nucteiques est bien connue 

(voir « Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties » 6dit£ par S. Agrawal, 
Humana Press, Totowa, New Jersey). 

Dans un mode de realisation particulier d'un tel support solide, un reactif de marquage 
20 portant un Iigand, en particulier un hapt&ne comme la biotine ou I'abi&ane, est Sx6 sur le support 
solide sur lequel est fix6 de maniere covalente ou par adsorption un and- ligand, comme la 
streptavidine ou un anticorps par exemple. Ces supports solides sont bien connus dans T6tat de la 
technique et sont meme commercialement disponibles (plaque de micro titration- streptavidine ou 
latex- streptavidine par exemple). La fonction du marqueur n'est plus dans ce cas de permettre la 
25 detection mais de permettre la fixation du r6actif de marquage sur le support solide. La fonction 
diazomethyle est alors disponible pour r£agir sur des acides nucl&ques. Les d6riv6s de formule (13), 
(14), (15) ou le d6riv6 PDAM sont des exemples de r6actifc utilisables pour la fabrication d'un tel 
support solide. La technique des anticorps monoclonaux permet de preparer des anticorps contre un 
grand nombre de marqueur comme la fluoresc6ine ou un d£dv6 du Cy5. L'homme du m&ier peut 
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metHe en oeuvre un support solide avec les i6actif s de marquage de la pi£sente invention sans 
difficult^ excessive par ce mode de preparation indirect du support solide dans lequel une inaction 
ligand/anfr ligand est utilis^e pour fixer la fonction diazorogfliyle sur le support solide. 

Un deuxifeme mode de realisation du support solide conceme les supports particulates 
comme les latex. Difterents modes de polymerisation peuvent etre utilises pour preparer les 
particules portant une fonction diazomfithyle k partir d'un monomere fonctionnel polym&isable 
portant soit une fonction diazomethyle soit preferentieUement une fonction pr€curseur de la fonction 
diazomethyle comme un aldehyde ou une c£tone et notamment : 

• Polymerisation k reacteur ferine appeiee « batch »: les monomeres sont introduits dans le 
reacteur avant le debut de reaction avec les autres ingredients et sans ajout ulterieur. En raison de 
la difference de r6activite des monom&res, ce procede conduit souvent a V apparition d'une derive 
de composition. Celle-ci se manifesto par l'obtention de macromolecules ayant des compositions 
qui varient consid6rablement en fonction de la conversion. Cette methode est peu efficace pour 
Tincoipoxation en surface car une partie important© du monomere fonctionnel risque d'etre 
perdue soit a l'interieur des particules, soit sous fonne de polymere hydrosoluble. Lorsque la 
copolym&isation est effectuee en «batch » avec des monornfcres de nature polaire, on obtient 
des particules plus petites, en grand nombre, mais avec une conversion limitee. Ce comportement 
est lie k 1'importante solubilite dans l'eau de ces monomeres, et il est attribue k la preponderance 
du mecanisme de nucieation homogfene. 

• Polymerisation en semi- con tinu : une partie au moins des monomferes est introduite dans le 
ieacteui' sur une periode comprise entre le debut de la reaction et la fin de celle-ci. Ce rajout peut 
etre effectue k une vitesse fixe ou bien suivant un profil donne. Le but est de contr61er 1' addition 
du melange de monomeres de fa?on k obtenir un copolymfere de composition contrSiee (contrSle 
de la composition de l'interface); c'est ainsi qu'on se place souvent dans des conditions 
d' addition telles que la vitesse de polymerisation soit plus grande que celle d' addition. 

• Polymerisation par addition differee appeiee « shot » : une fois que la reaction de polymerisation 
est en cours, le monomere fonctionnel seul, ou en presence du monomere de base, est introduit 
dans le systeme d'une fa^on contr6iee. Le succ£s de Toperation depend done du degre de 



WO 2005/092910 



29 



PCT7FR2005/050192 



connaissance pr6alable de la cin6tique de copolym6risatiorL C'est une methode efficace pour 
favoriser rincorporation supeificielle. La selection des conditions experimentales (degre de 
conversion au moment de F addition, composition et concentration du melange des monomeies) 
permet d'optimiser les rendements de surface. 
• Polymerisation sur semence : elle consists k introduire le monomere fonctionnel dans le syst&me 
contenant un latex d€}k constitue et parfaitement caracterise. Le monomere fonctionnel peut etre 
additionne seul ou en melange avec le monomere de base de la semence, en une etape ou en 
semi-continu. 

Les techniques de polymerisation sur semence, polymerisation par addition diHSrfe, 
polymerisation en semi-continu sont pr6f6r6es car elles conduisent k un maximum d'incoiporatibn du 
deriv6 portant le pr6curseur de la fonction diazomethyle en surface. Des exemples de paiticules 
portant des fonctions aldehydes sont donn6s par exemple dans B. Charleux et al, Die 
Makromolecular CJiem, 193, p 187 etp. 205, 1992 ou dans le brevet EP-B-0.350.407. 

Un troisieme mode de realisation du support solide consiste k disposer d'un support solide 
comprenant une premiere fonction reactive nucieophile ou eiectrophile, comme par exemple NH?, 
SH, OH, ONH 2 , alkylcetone, aldehyde, isocyanate, isothiocyanate, maieimide, halogenure d'alkyle, 
ester de N- hydroxy sucxrirumide, tosylate, puis a faire reagir un intermediate de fixation, comportant 
une fonction reactive compiementaire de la premiere fonction reactive du support solide. Cette 
reaction entie le support solide et Tintermediaiare de fixation s'effectue en presence, eventuellement, 
d'un agent de couplage pour former une liaison covalente. 

Un tel support solide comprenant au moins une fonction diazomethyle, selon les differents 
modes de realisation decrits ci-dessus, en particulier un support solide sur lequel est fixe 
indirectement un reactif de marquage de Tinvention, est aussi un objet de la presente invention ainsi 
que le support solide comprenant des acides nucieiques fixes sur le support solide par rintermediaire 
des fonctions diazomethyles. 
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Une premi&e application d'un tel support solide est la fabrication de puces k ADN. Des 
mdthodes existent pour r£partir des acides nucl&ques sur le support solide en des positions discretes 
et pr6d6termin6es. 

5 Le brevet US -A- 6, 110,426 propose une m6thode pour r&diser ces puces k ADN k Taide 

d'un capillaiie que Ton met en contact sur une surface solide pour d€livrer un volume contr616 de 
liquide. Un contact effectif a lieu entre I'extr6mit6 du capillaiie et le support solide pour que la goutte 
se depose par capillarity De m6me, le brevet US -A- 6,083,763 d&ait un ensemble de capillaires 
coulissant dans un dispositif de fa§on k compenser les differences de hauteur de chacun d'eux. lis 

10 sont amends au contact d'une surface plane pour le d6p6t par capillarit6 d' oligonucleotides 
sp6cifiques. 

Le brevet US-A-6,083,762 propose une sysfeme de repartition de gouttes comprenant un 
microdispenseur couple k un transducteur ptezo-eiectrique pour 6jecter des volumes de goutte 
inf£rieurs au nanolitre sur une surface solide. Un nSsultat semblable est obtenu en appliquant une 

15 source chaude sur la paroi d'un capillaiie pour former une bulle qui ejects un volume defini de 
solution (voir T. Okamoto et al., Nature Biotechnology, 18, p438-441, 2000). 

La fonction diazomdthyle permet ainsi de greffer de mani&e covalente les acides nucteiques 
sur le support Le greffage est simple, la liaison est stable, par rapport & V adsorption notamment, et 
la s61ectivit6 de la r6action par rapport au phosphate terminal permet de r£aliser un couplage orients 

20 de Tacide nucl&que sur le support solide, ce qui facilite d'autant les Stapes d'hybridation ult&ieuies 
en diminuant Tencombrement st&ique. 

Une deuxifeme application d'un support solide selon Tinvention est la purification des acides 
nucl6iques, 

25 Dans le cas de la purification, cette purification est soit directe (le support solide porteur de 

fonctions diazom6thyle r6agit avec les acides nucteiques a purifier) soit indirecte (des acides 
nucl&ques de capture sont fix6s sur le support solide). Ces acides nucteiques de capture sont 
suffisamment compl&nentaiies de la cible k capfcuer pour s'hyhrider avec le degnS de sp£cificit£ 
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souhait£ et c'est le complexe «acides nucl&ques de capture/support solide» qui permet la 
purification des acides nucl&ques cibles. 

Le support solide est de pnSfiSience sous fbime disperafe pour l'utilisation en purification 
comme des particules de latex, par exemple des particules magn6tiques. 
5 Par « 6tape de purification », on entend notamment la separation entre les acides nucl&ques 

des micro-oxganismes et les constituants cellulaires relargu6s dans l'<5tape de lyse qui pi€c£de la 
purification des acides nucl&ques. Ces 6tapes de lyse sont bieo connues k titre d'exemple indicatif, 
on peut utiliser les m6thodes de lyse telles que dterite dans les demandes de brevet : 

- WO-A-00/60049 sur la lyse par sonication, 

10 - WO- A-00/05338 sur la lyse mixte magn6tique et m<§canique, 

- WO-A- 99/53304 sur la lyse glectiique, et 

- WO-A-99/15621 sur la lyse m6canique. 

Uiomme du m6tier pouira utiliser d'autres m6thodes de lyse bien connues telles que les chocs 
thermiques ou osmotiques ou les traitements par des agents chaotropiques, tels que les sets de 

15 guanidium (brevet US- A-5,234,809). 

Cette etape permet g6n6ralement de concentrer les acides nucl&ques. A titre d'exemple, on 
peut utiliser des particules magn&iques (voir h ce sujet les brevets US-A-4,672,040 et US-A- 
5,750,338), et ainsi purifier les acides nucl&ques, qui se sont fix6s sur ces particules magnetiques, 
par une 6tape de lavage. Cette 6tape de purification des acides nucl&ques est particuliferement 

20 interessante si Ton souhaite amplifier dterieurernent lesdits acides nucteiques. Un mode de realisation 
particulierement int6ressant de ces particules magn6tiques est d&rit dans les demandes de brevet 
WO-A- 97/45202 et WO-A-99/35500, 

Le teime "support solide" tel qu'utilisS ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut etre fixe 
25 un acide nucl&que. Des mat&iaux de synthese ou des materiaux naturels, 6ventuellement modifies 
chimiquement, peuvent etre utilises comme support solide, notamment les polysaccharides, tels que 
les mat&iaux a base de cellulose, par exemple du papier, des d6riv6s de cellulose tels que Tac6tate 
de cellulose et la nitrocellulose, ou le dextran ; des polym&es, des copolymers, notamment k base 
de monomferes du type styrfcne, des fibres naturelles telles que le coton, et des fibres synth&iques 
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telles que le nylon ; des materiaux mineraux teds que la since, le quartz, des vetres, des ceramiques ; 
des latex ; des parucules magnetiques ; des derives mStalfiques, des gels, etc. Le support solide peut 
etre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une msmbrane, d'une particule ou d'une plaque 
sensiblement plane de verre ou silicium ou d&ives. 

5 

L'invention conceme enfin un precede de capture d'acides nucleiques comprenant les 
6tapes suivantes : 

• on dispose d'un support solide sur lequel est fixe directement ou indirectement au moins une 
molecule comprenant une fonction diazomethyle, 

10 • on met en contact un echantfflon biologique susceptible de contenir des acides nucleiques fibres, 

et 

• on lave le support solide oil la (ou les) molecule(s) sont fixee(s) de maniere covalente au moins a 
un acide nucleique. 



15 



Des informations complementaires peuvent etre trouvees dans une autre demande de brevet 
de la Demanderesse, WO02/090584, deposee sous prioriteS du 4 mai 2001. 



Les exemples et figures ci-joints repiesentent des modes particufiers de realisation et ne 
peuvent pas etre considered comme fimitant la portee de la pr6sente invention. 
20 La figure 1 represente les formules d6veloppees de differents reactirs uulisds dans la presente 

invention ainsi que l'abr€viation les designant (o- signifie ortho, m- mita et p- para). 

La figure 2 represente la valeur moyenne du signal et le pourcentage de sirnilarite de la n> 
bio-TETA-PMDAM en fonction de sa concentration pour rpoB. 



25 

Kxemple 1 : Svnthese du rlactif de reference : meto-BioPMPAM : 

• Compost biotine m^fa-ac&oph&ione la : 
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On solubilise la D-biotine (1,0 gramme (g), 4,1 millimoles (mmol)) dans 45 rrrillilitres (mL) de DMF 
anhydre a chaud. On refroidit a 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la N- 
methylmorpholine (590 microlitres (pL), 5,33 mmol) et le chloroformiate d'isobucyle (840 yL, 6,60 
mmol). On laisse sous agitation pendant 30 minutes (min), puis on ajoute la 3-aminoacetophenone 
(824 mg, 6,10 mmol) et la iV-methylmorpholine (480 \xL, 4,35 mmol) dans 10 mL de DMF. La 
solution est maintenue sous agitation a 0°C pendant 2 heures <h), puis on evapore a sec. On reprend 
le residu dans 3 mL de MeOH, puis on ajoute 50 mL d'eau. Le precipite obtenu est filtre, lave avec 
de l'eau, du CHaCfe et de l'ether pour donner 1,2 g (80 %) de produit la brut Une recristallisation 
dans le couple MeOH-H 2 0 donne la (1,01 g, 70 %) sous forme d'une poudre blanche. 

F 145°C. - IR (KBr) : 3280, 2931, 2857, 1691, 1590,1540, 1487, 1434, 1298, 1266 cm" 1 . - 
RMN X H (300 MHz, DMSO-d 6 ) 5 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,33 (t, / = 8 Hz, 2 H) ; 2,55 (s, 3 H) ; 
2,58 ; (d, / = 12 Hz, 1 H) ; 2,83 (dd, J = 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,13 (m, 1 H) ; 4,15 (m, 1 H) ; 4,31 
(m, 1 H) ; 6,34 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 7,44 (t, /= 8 Hz, 1 H) ; 7,64 (d, / = 8 Hz, 1 H) ; 7,85 (d. 
/ = 8 Hz, 1 H) ; 8,17 (s, 1 H) ; 10,05 (s, 1 H). - MS (FAB/glycerol), rn/z: 362 [M+H] + . 



• Compos6 m^m-hvdrazone 2a : 

Une solution de la (500 mg, 1,38 mmol) et d'hydrazine monohydrate (200 ]\L, 4,15 mmol) dans de 
l'ethanol absolu (8 mL) est chauffee a reflux pendant 2 h. Apres refroidissement a temperature 
ambiante, le precipite blanc est filtr6, lav6 avec de l'eau, puis avec de lather et sech6. On obtient 
ainsi 385 mg (74 %) de produit 2a sous forme d'une poudre blanche. 

F 185°C. - IR (KBr) : 3298, 2931, 2857, 1698, 1665, 1626, 1541, 1494, 1470, 1446, 1330, 
25 1265 cm 1 . - RMN l B (300 MHz, DMSO-d 6 ) 6 = 1,3- 1,7 (m, 6 H) ; 1,98 (s,3H); 2,26 (t, / = 8 
Hz, 2 H) ; 2,56 ; (d. / = 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, /= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,11 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 
H) ; 4,29 (m, 1 H) ; 6,39 (s, 3 H) ; 6,42 (s, 1 H) ; 7,22 (m, 2 H) ; 7,50 (d, / = 8 Hz, 1 H) ; 7,84 (s, 
1 H) ; 9,82 (s, 1 H). - MS (FAB/glycerol), m/z: 376 [M+Hf. 
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Compost m^ta-diaramSthane 3a : 



10 



On solubilise 2a (180 mg, 0,48 mood) dans 2 mL de DMF. On ajoute alors Mn0 2 (340 mg, 3,9 
mmol). Apres 30 minutes d' agitation a temperature ordinaire, le melange est filtre a travers un 
entonnoir fritte contenant de la ceTite (epaisseur : 0,5 cm) et des tamis moleculaires en poudre 3 A 
(0,5cm). Le melange reacuonnel est concentre jusqu'a un volume denviron 0,5 mL, puis 5 mL 
d'ether sont ajoutes. Le precipite resultant est filtre, lave a 1' ether puis seche. Le compos6 3a (170 
mg, 95 %) est obtenu sous forme d'une poudre rose. 

F 160°C. - TR (KBr) : 3278, 2935, 2859, 2038, 1704, 1666, 1605, 1577, 1536, 1458, 1430, 
1263 cm' 1 . - RMN X H (300 MHz) 8 =1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,11 (s, 3 H); 2,28 (t, / = 8 Hz, 2 H); 
2,57 ; (d, J = 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, / = 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,11 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 H) ; 4,29 
(m, 1 H) ; 6,33 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 6,60 (m, 1 H) ; 7,25 (m, 3 H) ; 9,84 (s, 1 H)). 



15 



Rxemple 2 : Svnthfcse du r^actif N-(3.6.9-triaminenonanvn-biotmamide (Bio-TETA) (1) : 



La D-biotine (2,80 g, 11,40 mmol) est dissoute dans 30 mL de DMF anhydre. L'ajout du 
carbonyldiimidazole (1,5 eq. ; 2,78 g) provoque apres quelques minutes la formation d'un precipite. 
Apres 30 min d'activation, la suspension qui resulte est ajoutee doucement sur la m6%lenetetramine 
20 (2 eq. ; 5,00 g) en suspension dans 20 mL de DMF. La reaction est laissee 2h sur bain d'huile a 
60°C. 

Le produit est purifie par chromatographie flash sur gel de silice avec comme eluant 
CHaCWMeOH/NHvOH 20 : 80 : 3. Apres evaporation des fractions concemees, on obtient 1,94 g 
de produit en forme d'une poudre blanche (46 %). 
25 RMN^H (200 MHz, DMSO- d*) 8 = 7,75 (s, 1H, -NH-CO-) ; 6,40 (d, 2H, -NH- biot) ; 4,30 (t, 
1H, -CH- biot) ; 4,15 (d, 1H, -CH- biot) ; 3,30 (m, 12H, -Ca-NH-) ; 3,11 (m, 1H, -CH-S-) ; 
2,8 (dd, 2H, -CH 2 -S-) ; 2,55 (m, 5H, -NH-CH*- & -NH 2 ) ; 2,04 (t, 2H, -CH 2 -CO-) ; 1,52 (m, 
6H, -CH 2 -). 
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ArMe. N-(3'-ac6tODh£rwl)-succin nmigue (ACBA) (2) 

La 3-ammoacetophehone (5,0 g ; 37 mmol) est dissoute dans 50 mL d'ac&onitrile anhydre sous 
argon. On ajoute 1' anhydride succinique (1,3 eq. ; 4,62 g) et on laisse reagir une heure sous argon. 
Le produit 2 apparait en fonne de precipite. Apres filtration et lavage a l'&her du precipite, on 
5 obtient 7,29 g de poudre blanche (84 %). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO-ds) 5 = 12,10 (s, 1H, -OH) ; 10,17 (s, 1H, -NH-) ; 8,19 (s, 1H) ; 
7,82 (d, 1H) ; 7,66 (d, 1H) ; 7,50 (t, 1H) ; 2,56 (m, 7H, -(CH^z- et-CH 3 ). 

N-(3 \acttoDh<(nvl)-N'J3.6-diamine-9-biotin n vtominonon^ (Bio-(TETA }-AP) 

10 £3} 

L' ACB A (2) ( 1 ,03 g ; 4,39 mmol) est dissoute dans 20 mL de DMF anhydre sous argon. Le milieu 
est refroidi dans la glace, et on ajoute successivement N-m6thylmorpholine (1,25 eq. ; 725 uL) et 
chloroformiate d'isobutyle (1 eq. ; 690 *iL) : le milieu devient trouble apres 30 min. En parallele, la 
Bio-TETA (1) (0,8 eq. ; 1,94 g) est solubiUsee a chaud dans 50 mL de DMF et de Melhylarnine 

15 (0,8 eq. ; 750 uL). Hie est ajoutee a 1' ACBA activee a 0°C, pendant 30 min. On laisse ensuite a 
temperature ambiante sur la nuit La purification se fait par chromatographie flash sur gel de silice 
avec comme 61uant CHaCyMeOH^SttLOH 85 : 30 : 3. Les fractions contenant le produit 3 sont 
reunies et le solvant evaponS. On obtient 1,01 g de solide blanc en forme de paillettes (33%). 
RMN-'H (200 MHz, DMSO- dg) 5 = 10,16 (s, 1H, Ph-NH-CO-) ; 8,18 (s, 1H) ; 7,97 (s, 1H, - 

20 CO-NH-CH 2 -) ; 7,80 (d, 1H) ; 7,85 (s, 1H, -CH 2 -NH-CO-) ; 7,60 (d, 1H) ; 7,43 (t, 1H) ; 6,38 
(d, 2H, -NH- biot) ; 4,3 (t, 1H, -CH- biot) ; 4,10 (d, 1H, -CH- biot) ; 3,35 (m, 12H, -CH^-NH-) ; 
3,10 (m, 1H, -CH-S-) ; 2,80 (dd, 2H, -CH 2 -S-) ; 2,60 (s, 4H, -CH 2 -CO-) ; 2,55 (s, 3H, -CO- 
CH 3 ) ; 2,50 (m, 2H, -CHi-CH^-CO-) ; 2,15 (m, 21^-NH-) ; 1,40 (m, 6H, -CH 2 -). 

25 ^[T-ll-h^drazoi^^ 
(Ri/)-(TETA)-Hv) (4) 

La Bio- (TETA)- AP (3) (1,0 g ; 1,71 mmol) est mise en suspension dans 25 mL d'ethanol a chaud 
(60°C). A reflux, on ajoute l'hydrazine monohydrate (9 eq. ; 750 fiL). La reaction est laissee a reflux 
pendant 2h, puis refroidie sur glace. Un precipite se forme apres quelques moments. Les deux 
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phases sont separees et le precipite est mis sous vide. On oblient 690 mg d'un solide floconneux 
(68%). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO- d«) 5 = 9,95 (s, 1H, Ph-NH-CO-) ; 8,0 (s, 1H, -CO-NH-CH 2 -) ; 
7,90 (s, 1H) ; 7,80 (s, 1H, - CH.-NH-CO-) ; 7,5 (d, 1H) ; 7,28 (m, 2H) ; 6,41 (s, 1H, -NH- biot) 
; 6,36 (d, 3H, -NH- biot & -NH 2 ) ; 4,64 (t, 1H, -CH- biot) ; 4,30 (d, 1H, -CH- biot) ; 3,43 (m, 
12H, -CH 2 -NH-) ; 3,12 (m, 1H, -CH-S-) ; 2,80 (dd, 2H, -CH 2 -S-) ; 2,60 (s, 4H, -CH 2 -CO-) ; 
2,50 (s, 3H, -CO-CH 3 ) ; 2,10 (m, 2H, -CH 2 -NH-CH 2 -) ; 1,50 (m, 6H, -CH 2 -). 

N-r3'-(l-dia7n-tthvl)-DMnvll-N'-(3.6-diamine-9-bto (m-Bio- 
(TETAhPMDAM) (5) 

La Bio- (IETA)- Hy (4) (150 mg ; 250,4 junol) est solubilisee dans 1 mL de DMSO anhydie sous 
argon. On laisse reagir 30 minutes avec Mn0 2 (s) (1 5 eq. ; 330 mg) puis on filtre sur fritte n°4 avec 
de la ceTite (0,5 cm d'epaisseur) et du tamis moleculaire 3 A (0,5 cm d'epaisseur). 100 uL sont 
utilises pour la RMN avec ajout de 380 fiL de DMSO-d* et 20 yL de methanol-d,. On ajustele 
volume final a 4^ mL avec DMSO anbydre et 4% de methanol. On aliquote dans une boite a gants 
sous Argon par 250 uL. Le compose est rose fuchsia. Le degre de puretf (contenu en diazomethyle) 
est contr616 par RMN ! H et spectrophotom6trie UV-vis (pic d'absorbance du diazome-thyle a 516 
Dm). 

RMN^H (200 MHz, DMSO- dg) 6 = 9,93 (s, 1H, Ph-NH-CO-) ; 7,3 (s, 3H, Haromatiqucs) ; 6,6 (s, 
1H, Ha^uc) ; 6,4 (s, 1H, -NH- biot) ; 6,3 (s, 1H, -NH- biot) ; 4,3 (t, 1H, -CH- biot) ; 3,3 (m, 
12H, -Cifc-NH-) ; 3,3 (m, 1H, -CH-S-) ; 2,9 (dd, 2H, -CH 2 -S-) ; 2,5 (4H, -CH 2 -CO-) ; 2,1 (s, 
3H, -CH 3 ) ; 2,0 (m, 2H, -CH 2 -NH-CH 2 -) ; 1,50 (m, 6H, -CH 2 -). 



Exemnle 3 : Preparation dcs acides nudeiaues ADN et ARN : 



Exemple 3.1 : Preparation des amplicons ADN : 
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Les amplicons ADN sont generes par PCR a partir de cibles d'ADN genomique Mycobacterium 
tuberculosis 16S (10 44 copies comme cibles de depart) en utilisant le kit Fast Start de Roche, 0,2 
mM de chaque desoxyribonucleotide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP), 0,3 yM d'amorces et 0,4 

pL d'enzyme. 

5 Les parametres de la PCR sont les suivants : 

- 95°C : 4 mn puis 35 cycles (95°C : 30 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 30 sec) puis 4°C. 
Les amplicons sont analyses qualitativement par electrophorese sur gel d'agarose (1,5%, TBE 
0,5X). Le volume depose est de 5 |*L et la migration s'effectue durant 20 mn a 100 Volts (V). La 
visualisation des produits PCR est realisee sous lampe UV apres coloration au bromure d'6tMdium 

10 Les conditions pour la culture, l'extraction des Mycobacteries ainsi que les amorces d' amplification 
* sont donnees dans la demande de brevet WO- A- 99/65926. 

Exemple 3.2 : Preparation des ARN transcrits : 

15 Le S transcriptions sont realisees a partir de cible PCR (fragment de l'ARN 16S de Mycobacterium 
tuberculosis) en utilisant le kit MEGAscript d' Ambion : 7,5 mM de chaque nucleotide (ATP, CTP, 
GTP et UTP) et 2 uL d'enzyme (ARN polymerase). Le temps d'incubation est de 3 heures (h) a 37 
°C. Les amorces d' amplification de la PCR portent un promoteur de polymerase T3 ou T7, comme 
decrit dans la demande WO-A-99/65926 ou dans 1' article J. Clin Microbiol. 37(1), p 49-55, 1999, 

20 ce qui permet de realiser la transcription. 

Les transcrits sont analyses par 61ectrophorese sur gel d'agarose (1,5% ; TBE 0,5X). Le volume 
depose est de 5 jiL et la migration s'effectue durant 20 mn a 100V. La visualisation des transcrits est 
realisee sous lampe UV apres coloration au bromure d'€thidium 

Des resultats identiques du point de de l'invention peuvent etre obtenus en utilisant d'auttes 
25 techniques ^amplification comme la NASBA ou TMA qui generent directement des amplicons 
ARN. 
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REVINDICATIONS 



, R6actif de maiquage stable a la temperature de formule (0) 




5 dans laquelle : 

• R 1 represente Houun groupe alkyle, atyle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux rnarqueurs d&ectables reU6s entre eux 
par au moins une structure multimerique, 

. L est un bras de liaison comportant un erchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
10 et n un nombre entier egal a. 0 ou 1 , 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de l'autre : H, NOz, CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-CCH^-CO-CHi-CHz^-CHi-NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 )3- (0-CH2-CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
15 conjugaison de la fraction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris entre 

0 et 2, pr6f€rentiellement de 0 ou 1, 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 
• . -Zr repr€sente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6ferentiellement entre 1 et 3, et 
20 • p est un nombre entier compris entre let 10, pr6f6rentiellement entre let 3. 



2. Reactif de marquage, selon la revendication 1, de formule (1) : 
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dans laqueUe : 

• R 1 represents Houun groupe alkyle, aiyle ou aryle substitue, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relids eatte eux 
par au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin^aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier 6gal & 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de rautre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH2-CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, et 

• -Y-X- repr6sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0, -CH 2 S-, 

• rn est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f6rcntiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr£fdrentiellement entre 1 et 3. 

3. R6actif, selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris6 par le fait que p 
est inferieur ou 6gal a m. 

4. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 h 4, de formule (2) : 

x ' : ' y 2& M£$'-x$t$& j^^^/ U 

dans laqueUe : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables reli6s entre eux 
par au moins une structure multirnerique, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin&iire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 represented ind£pendamment Tun de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(LVY-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-.(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH»(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avecR= alkyle ou aryle, et 

• q est un nombre entier compris entre 1 et 10, pref&entiellement entre 1 et 3 



5. RSactif, selon Tune quelconque des rcvendications 1 a 4, de formule (3) : 




10 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repr6sente un rnarqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables reli6s entre eux 
par au moins une structure multim6rique, 

• Lest un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons covalentes 
15 et n un nombre entier egal & 0 ou 1, et 

• R 3 et R 4 iepr€sentent ind6pendarnment Tun de V autre : H, NO^ CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, 
SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , - 
C0-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle. 



6. R6ictif, selon la revendication 5, caract6is6 par le fait que R 2 est consitut6 par un r6sidu 
D-Biotine de formule (4): 
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7. R6actif, selon l'une quelconque des revendications 1 2l 6, caract£ris6 par le fait que R 1 
est consitut6 de : CH 3 , et R 3 et R 4 iepresentent chacun : H 

5 8. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 k 7, dans laqueUe la structure -(L) n - 

est constitute par : 

• la spermine ou NJ^-Bis(3-aminppropyl)- 1 ,4- diaminobutane : NBfe- (CKk) 3 -NH- (CH 2 ) 4 -NH- 
(CH2) 3 -NH 29 ou 

• la spermidine ou N- (3- aminopropyl)- 1 ,4-butandiamine : H?N- (CH 2 ) 4 -NH- (CH 2 ) 3 -NH 2 , ou 
10 • un derive contenantun motif alanine : NIi-CH 2 -CH 2 -COOH. 



9. RSactif de marquage stable & la temp6rature de f onnule (6) : 




dans laquelle : 

15 • R 1 reprgsente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables reli6s entre eux 
par au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchancement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier 6gal S. 0 ou 1, 

20 • R 3 et F 4 reprSsentent ind6pendamment Tun de Fautre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n - Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 ^CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris entre 

25 0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 

• -Y-X- repr&ente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• repi€sente -NHCO-, -CONH- ou -O-, 
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m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pi€f&eatieUement entre 1 et 3, et 
p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f6rentiellement entre 1 et 3. 

10. R6actif de marquage, selon la revendication 9, de formule (7) : 

% 



dans laquelle : 

• R 1 reprSsente H ou un groupe alkyle, aryle ou atyle substituS, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux.. 
par au moins une structure multimenque, 

10 • L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal & 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 representent independamment Tun de 1' autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

15 • - Y-X- represents -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-, 

• -Z- reprSsente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, prSfSrentiellement entre 1 et 3. 

20 11. Reactif, selon Tune quelconque des revendicauons 1 a 10, caracteiise par le fait que L 

comprend un motif -(0-CH 2 -CH 2 )-, repStS de 1 a 20 fois, preferentiellement de 1 a 10 fois, et 
encore plus prSfei^nuellement de 2 a 5 fois, -Z- Stant alors represents" par -NH-, -NHCO- ou - 
CONH-. 

25 12. ProcSdS de synthase d'un reactif de marquage, selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 11, comprenant les Stapes suivantes : 
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a) on dispose d'un narqueur ou d'un pr€curseur de maiqueur poss6dant une fonction 
reactive R 6 , 

b) on dispose d'un bras de liaison de foimule (8) : 

5 dans laquefle : 

• -Z- repr£sente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

• m est un nombie entier compris entre 1 et 10, pr6f&entiellement entre 1 et 3, 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr6f&entiellernent entre 1 et 3, 

• R 7 et R 8 repr6sentent deux fonctions rgactives identiques ou diffeientes, 

LO c) on fait i€agir ensemble la fonclion inactive R 6 dudit maiqueur ou pnScurseur de 

marqueur avec la fonction F? du bras de liaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de 
couplage pour former une liaison covalente, R 6 et R 7 6tant comptementaires, 
d) on dispose d'un d6riv£ de formule (9) : 




15 dans laquelle ; 

• R 1 iepi£sente H ou un groupe alkyle ou aiyle ou aryle substituS, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombie entier 6gal k 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 repi&entent inctependamment Tun de r autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 - (L) n - Y-X-, OR, 
20 SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-CCH^-CO-CHz-CH^-C^NH-R 2 , - 

CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH 2 -CH 2 )4-CH2-NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle, 

• -Y-X- repr6sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 CK -CH 2 S-, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente peamettant la 
conjugaison de la fonction diazom&hyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier <§gal & 
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Oou 1, et 

• R 9 reprSsente une fonction reactive comptementaiie de R 8 , 

e) on fait i£agir ensemble la fonction inactive du d6riv6 de formule (9) avec la fonction 
R 8 du bras de liaison de foimule (8) en pr&ence d'au moins un agent de couplage pour former une 
liaison covalente, 

f) on fait rSagir l'hydrazine ou un de ses d&iv£s sur la fonction c6tbne ou aldehyde pour 
foraier une hydrazone, et 

g) on transforme rtiydrazone en fonction diazom&hyle k V aide d'un traitement approprte. 

13. Proc6d<5 de synthese, selon la revendication 12, caract&isS par le fait qu'il comprend : 

• une 6tape suppl&nentaire de protection de la fonction c&one ou aldehyde du compos6 (9), et 

• une &ape suppl&nentaire ult£rieure de deprotection de ladite fonction c6tone ou ald€hyde. 

14. Procedg pour le maiquage d'une mol&ute biologique, en particulier un acide nucl&que, 
comprenant la mise en contact en solution homogfene, dans un tampon sensiblement aqueux, d'une 
molecule biologique et d'un i€actif, obtenu selon Tune quelconque des revendications 1 k 11. 

15. Molecule biologique marqude susceptible d'etre obtenue par le proc&te, selon la 
revendication 14. 

16. Proc6d6 de marquage et de Augmentation d'un acide nucl&que simple ou double brin 
comprenant les Stapes suivantes : 

• fragmenter 1' acide nucleique, 

• attacher un marqueur sur au moins un des fragments par rinterm€diaire d'un r6actif de maiquage 
choisi parmi les r6actifs, obtenus selon Tune quelconque des revendications 1 h 11, 

ledit r^actif se couplant de manfere covalente et majoritaire sur au moins un phosphate dudit 
fragment 
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17. Proc&te, selon la revendication 16, caract&ise' par le fait que le reactif de marquage 
est choisi parmi les composes de foimule (3) : 



dans laquelle : 

5 • R 1 iepi€sente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 iepr6sente un marqueur d6tectable ou au moins deux maiqueurs d6tectables reli6s entre eux 
par au moins une structure multirn6rique, 

JL est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entiea" egal k 0 ou 1, et 
10 • R 3 et R 4 repxteentent ind6pendamment Tun de V autre : H, NO2, CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-CC^s-CO-CHi-CH^-C^-NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 )3-(0-CH2-CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R= alkyle ou aryle. 

18. Proc&te, selon Tune quelconque des revendications 16 ou 17, caractfiris6 par le fait 
15 que la fragmentation et le marquage sont effectu6s en deux 6tapes. 

19. Proc&te, selon Tune quelconque des revendications 16 h 17, caract6ris6par le fait que 
la fragmentation et le marquage sont effectufe en une 6tape. 

20 20. Proc<5d£, selon l'un quelconque des revendications 18 & 17, caract6ris6 par le fait que 

le marquage s'effectue en solution homogfene sensiblement aqueuse. 




21. Proc&te, selon Tune quelconque des revendications 16 a 20, caract6ris6 par le fait que 
la fragmentation s'effectue par voie enzymatique, physique ou chimique. 
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22. Adde nucleique maraud susceptible d'etre obtenu par le proceed, selon Tune 
quelconque des revendications 16 a 21. 

23. Kit de detection d'un acide nucleique cible comprenant un acide nucleique marque, 
5 selon la revendication 22. 

24. Support solide sur lequel est fixe" un teactif, selon Tune quelconque des revendications 

la 11. 

10 25. Proc£d6 de capture d'acides nuclelques comprenant les Stapes suivantes : 

• on dispose d'un support solide sur lequel est fixe directement ou indirectement au moins urie 
molecule biologique, selon la revendication 15, ou un acide nucleique, selon la revendication 22, 
la molecule biologique ou 1* acide nucleique comprenant une fonction diazomguiyle, 

• on met en contact un echantillon biologique susceptible de contenir des acides nucleiques libres, 
15 . et 

• on lave le support solide ou la (ou les) molecules) sont fixers) de maniere covalente au moins a 
un acide nucleique. 
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17. Proc&te, selon la revendication 16, caract£ris6 par le fait que le rSactif de marquage 
est choisi paimi les composes de foimule (3) : 




dans laquelle : 

5 • R 1 represent© Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repi£sente un manjueur d6tectable ou au moins deux maiqueurs d6tectables reli6s entre eux 
par au moins une structure multim&ique, 

L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier €gal k 0 ou 1, et 
10 • R 3 et R 4 iept6sentent indfipendarnment Tun de l'autie : H, NO2, CI, Br, F, I, R 2 -(LVY-X-, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR, ^CO^NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 )3-CH 2 -NH-R 2 , - 
CO-NH-(CH 2 )3- (0-CH 2 -CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 avec R = alkyle ou aryle. 

18. Proc&te, selon l'une quelconque des revendications 16 ou 17, caract6ris6 par le fait 
15 que la Augmentation et le marquage sont effectu6s en deux Stapes. 

19. Proc6d6, selon Tune quelconque des revendications 16 & 17, caract6ris6 par le fait que 
la fragmentation et le marquage sont effectu6s en une 6tape. 

20 20. Proc£d6, selon Tun quelconque des revendications 18 k 17, caract&is6 par le fait que 

le marquage s'effectue en solution homog&ne sensiblement aqueuse. 



25 



21. Proc&te, selon Tune quelconque des revendications 16 k 20, caract&is6 par le fait que 
la fragmentation s'effectue par voie enzymatique, physique ou chirnique. 
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22. Acide nucl&que maiqu6 susceptible d'etre obtenu par le proc&te, selon Tune 
quelconque des revendications 16 & 21. 

23. Kit de detection d'un acide nucl&que cible comprenant un acide nucteique marqu6, 
5 selon la revendication 22. 

24. Support solide sur lequel est Sx6 un rgactif, selon l'une quelconque des revendications 

inn. 

10 25. Proc6d€ de capture d'acides nucl&ques comprenant les (Stapes suivantes : 

• on dispose d'un support solide sur lequel est fix6 directement ou indirectement au moins urie 
molecule biologique, selon la revendication 15, ou un acide nucleique, selon la revendication 22, 
la molecule biologique ou T acide nucteique comprenant une fonction diazomethyle, 

• on met en contact un gchantillon biologique susceptible de contenir des acides nucleiques libres, 
15 et 

• on lave le support solide oil la (ou les) molecule(s) sont fix6e(s) de mardere covalente au moins a 
un acide nucleique. 
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